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Description 

La pr6sente invention a pour objet un nouveau proc^dd de preparation de syst^es colloTdaux dispersibies 
d'une prot6ine sous forme de particules sph6riques de type matriciel et de taille inf^rieure k 500 nm (nano- 
5 particules). 

DE-A-1 542261 d6crit un proc6d6 de preparation de microcapsules dont les parois sont constitues d'un po- 
lymdre, par dispersion de la matidre k encapsuler dans una solution d'un polym^re coagulable pour Tef fet de 
la chaleur. 

EP-A-0 275 796 a pour obJet un precede de preparation de systemes colloTdaux dispersibies d'une subs> 
10 tance, sous forme de particules spheriques de type matriciel et de taille Inferieure d 500 nm. (nanoparticules), 
caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase llquide constitute essentiellement par una solution de la substance dans un sol- 
vent ou dans un melange de solvents, et pouvant dtre additionnee d'un ou de plusieurs surfactifs, 

(2) on prepare une seconde phase liquids constituee essentiellement par un non-solvant ou un melange 
IS de non-sotvants de la substance et pouvant dtre additionnee d'un ou de plusieurs surfactifs, le non-solvant 

ou le melange de non-sdvants de la substance 6tant misdble en toutes proportions au solvant ou melange 
de sdvants de la substance, 

(3) on ajouta sous agitation mod6r6e, i'une des phases iiquides obtenues sous (1) ou (2) k I'autre, de ma- 
nidre k obtenir pratiquement instantan6ment une suspension ootloTdale de nanoparticules de la substance, 

20 et 

(4) si i'on desire, on eiimine tout ou partie du solvant ou du melange de solvents de la substance et du 
non-solvant ou du melange de non-solvants de la substance, de maniere k obtenir une suspension collof- 
dale de concentration voulue en nanoparticules ou k obtenir une poudre de nanoparticules. 

La presente invention concerne une variants du precede ci-dessus dans lequel, ladite substance est une 
25 proteine et eventuellement une substance biologiquement active, ledit solvant est Teau ou un melange aqueux 
k une temperature inferieure k la temperature de coagulation de la proteine, ledit non-solvant de la substance 
est I'eau k une temperature sup6rieure k la temperature de coagulation de la proteine et peut eventuellement 
contenir une substance biologiquement active, et lesdites deux phases Iiquides (1) et (2) sont rassembiees 
dans des conditions de pH eioigne du point isoeiectrique de la proteine. 
30 Ainsi. le present precede est caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constituee essentiellement par une solution de la proteine et eventuelle- 
ment d'une substance biologiquement active dans Teau ou dans une solution aqueuse k une temperature 
inferieure k la temperature de coagulation de la proteine, et pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs 
surfactife, 

35 (2) on prepare une seconde phase liquide constituee essentiellement par de I'eau ou d'une solution aqueu- 
se k une temperature superleure k la temperature de coagulatidn de la proteine, pouvant contenir une subs- 
tance biologiquement active et pouvant dtre additionnee d'un ou de plusieurs surfactifs. 

(3) on ajoute sous agitation mod6ree, I'une des phases Iiquides obtenues sous (1) ou (2) k I'autre dans 
des conditions de pH eioigne du point isoeiectrique de la proteine. de maniere k obtenir pratiquement ins- 

40 tantanement une suspension colioTdale de nanoparticules de la proteine et eventuellement de la substance 
biologiquement active, et 

(4) si I'on desire, on eilmine tout ou partie de I'eau ou du melange aqueux, de maniere k obtenir une sus- 
pension colloldale de concentration voulue en nanoparticules ou k obtenir une poudre de nanoparticules. 
La proteine est notamment une proteine naturelle telle qu'une s6rumalbumine (par exemple la serumal- 

45 bumine humaine ou bovine) ou une eiastine (bovine, etc). La substance biologiquement active peut etre un 
prindpe actif medicamenteux ou lin precurseur medicamenteux, un reactif bidogique ou un principe cosmeth 
que. L'invention permet d'obtenir des nanoparticules de proteine seule (utilisables teltes quelles) ou avec la 
substance biologiquement active. II estegalement possible etmemesouhaitable en cas d'instabiiite thermique, 
de f beer la substance biologiquement active sur les nanoparticules de proteine deje formees. 

so Le solvant de la phase (1) qui est i'eau ou une solution aqueuse (par exemple de I'eau acidif iee ou basif lee) 
SB trouve notamment k une temperature allant de O"" k SO^'C, par exemple environ k la temperature amblante. 

Le non-soh^ant de la proteine dans la phase (2). qui est de i'eau ou une sdution aqueuse (par exemple 
de reau acidif iee ou basif iee) se trouve notamment k une temperature allant de 80° k lOO'^C (sous pression 
atmospherique), par exemple environ k la temperature d'ebullition. 

55 Le pH du melange des phases (1 ) et (2) doit 6tre eioigne du point isoieiectrlque de la proteine af in d'evlter 
sa f loculation. Cette difference de pH souhaitable est de Tordre de 2 d 3. Les proteines naturelles ayant souvent 
un pH de I'ordre de 5 e 6, ii est souhaitable que la solution finale ait un pH d'envlron 3 ou d'environ 9. Acet 
effet. I'adde ou la base peut etre ajoute(e) indifferemment k la phase (1) ou (2). 

2 
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On entend par "agitation nuxidrSe" une Idgdre agitation de 10 d 500 rpnr). p. ex. environ 100 rpm. notamment 
par agitateur magn^tiqua. 

iB concentration de prot6ine dans la phase (1) petit varier de 0,1 d 10%, prdf6rentiellement de 0,5 d 4%. 
Le rapport des volumes phase (lyphase (2) peut varier de 0,1 6 1 , pr6f6rentlellement de 0,2 d 0,6. 
5 Finalement, la sotutbn colIoTdale de nanoparticules peut 6tre d volont6 concentr^e. st6rilis6e, tamponn^e 
(par exemple au pH physiologique), lyophilis^e ou r6ticul6e. 

L'invention permetd'obtenir des nanoparticules de protdine notamment de 150 d 300 nm. 
Les exemples suivants illustrant rinvention : 

10 Exemple 1 : Preparation de nanoparticules de s^rumalbumine humaine (SAH). 
Phase 1 

SAH 1 . 0 9 

« Acide chlorhydrique N 0,3 g 

Eau demineralisee ou distillee 100.0 g 

a la temperature ambiarite 
_ Phase 2 

20 

Eau demineralisee ou distillee portee a 
I'ebullition 180.0 g 

25 La phase 1 est ajoutde sous agitation magn6tique d la phase 2. Le milieu devient immddiatement opales- 
cent par formation de nanoparticules de SAH. La taille moyenne des nanoparticules, mesur6e dans un dif- 
fractom^tre d rayon laser (Nanoslzer ^ de chezCouttronics) est de 1 90 nm avec un Indlce moyen de dispersion 
de0,5. • 

La suspension peut dtre concentrde sous presslon r6duite au volume d6slr6, par exemple 100 cm^. 
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Exemple 2 : Preparation de nanoparticules de serumalbumine humaine stdriles. 

On procdde comme dans Texemple 1, puis la suspension est sterilisde e Tautodave d 134*^0 pendant 15 
minutes. La taille moyenne des partlcules demeure pratlquement inchangde aprds stdritlsation. 

Exemple 3 : Prdparation de nanoparticules de s6rumalbumine humaine lyophills6es. 



On precede comme dans Texemple 2, puis la suspension sterile est iyophilis^e. 
L'addition d'un cryoprotecteur (maltose, trehalose... etc) n'est pas indispensable, mals favorise la remise 
40 en suspension du lyophilisat l-a taille moyenne des particules demeure inchang^e aprds lyophilisation. 

Exemple 4 : Preparation de nanoparticules de s6rumalbumine humaine r6ticul6es. 

On precede comnrre dans Texemple 1, mals en ajoutant 0,06 g d'une solution aqueuse de glutarald6hyde 
45 d 25% (p/v) li la phase 1. La taille moyenne des particules demeure inchang6e apr^s reticulation. 

Exemple 5 : Preparation de nanoparticules de sdrumalbumine bovine (SAB). 

On procede comme dans I'exemple 1 , en remplagant la SAH par de la SAB et en remplagant Tacide chlor- 
so hydrique normal par la mfime quantite de soude 0,01 N. La taille moyenne des nanoparticules est de 150 nm 
avec un indice moyen de dispersion de 0,5. 

Les nanoparticules de SAB peuvent dtre r6ticuiees, sterflisees d I'autodave et lyophHisees comme celles 
deSAH. 



55 Exemple 6 : Preparation de nanoparticules d'eiastine. 



On precede comme dans Texemple 1 mals en rempla^ant la SAH par de I'eiastine. La taille moyenne des 
nanoparticules est de 280 nm avec un indice moyen de dispersion de 1. 
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Les nanoparticules d'dlastine peuvent 6tre rdticul^, st6rilis6es d rautodave at lyophilis6es comma cellas 
de SAH. 

Exempie 7 : Adsorption d'un principe actif surdes nanoparticules prot6iques. 

5 

Aux nanoparticules pr6par6es selon Fexemple 1 (SAH) ou selon Texemple 5 (SAB) on ajoute des quantitds 
croissantes (de 0.25g d 2,50g) de salicylate de sodium. Le taux de fixation du salicylate de sodium sur les na- 
noparticules, mesurd aprte ultracentrifugation, est de 60% de la quantity mise en oeuvre. quelle que soit la 
quantity de principe actif ajoutd. 

10 

Exempie 8 : Preparation de nanoparticules en presence d'un principe actif. 

On procdde selon Texemple 1 (1g de SAH) ou selon I'exemple 5 (1g de SAB), mais en presence de 0,50g 
de salicylate de sodium dissous dans la phase 1. La taille moyenne des nanoparticules est de 200 nm avec 
IS un indice moyen de dispersion de 0.5. Le taux de fixation du salicylate de sodium sur les nanoparticules. me^ 
sur6 aprds ultracentrffugation, est de 60% de la quantity mise en oeuvre. 

Exempie 9 : Variante de I'exemple 8. 

20 On procdde selon I'exemple 8. mais le salicylate de sodium est dissous dans la phase 2. Les nanoparticules 
obtenues ont les mdmes carac^ristiques que celles de I'exemple 8. 

Exempie 10 : Preparation de nanoparticules proteiques de doxorubiclne. 

25 Aux nanoparticules pr6par6es selon Texemple 1 (SAH) ou selon I'exemple 5 (SAB) on ajoute 50 mg de 
chlorhydrate de doxorubicine. Le taux de f bcation de la doxorubiclne sur les nanoparticules, mesur6 aprds ul- 
tracentrifugation, est de 90% de la quantity mise en oeuvre. 



30 Revendlcatlons 

1. Precede de preparation de systemes colloTdaux dispersibles d'une proteine sous forme de particutes 
spheriques de type matriciel et de taille inferieure d 500 nm (nanoparticules). caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquids constituee essentiellement par une solutbn de la proteine et even- 
ts tuellement d'une substance blologiquement active dans Teau ou dans une solution aqueuse k une tem- 
perature inferleure e la temperature de coagulation de la proteine. et pouvant 6tre additionnee d'un ou 
de plusieurs surfactifs, 

(2) on prepare une seconde phase iiqulde constituee essentiellement par de Teau ou d'une solution 
aqueuse k une temperature superieure e la temperature de coagulation de la proteine. pouvant contenir 

40 une substance blologiquement active et pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs surfactifs, 

(3) on ajoute sous agitation moderee. Tune des phases tiquides obtenues sous (1) ou (2) e I'autre dans 
des conditions de pH eioigne du point isoeiectrique de la proteine, de maniere k obtenir pratiquement 
instantanement une suspension colloTdale de nanoparticules de la proteine et eventuellement de la 
substance blologiquement active, et 

45 (4) si Ton desire, on eiimine tout ou partie de I'eau ou du melange aqueux. de maniere e obtenir une 

suspension colloTdale de concentration voulue en nanoparticules ou e obtenir une poudre de nanopar- 
ticules. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que la proteine est une serumalbumlne. 

so 

3. Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce que la proteine est une eiastine. 

A. Procede selon I'une des rsvendications 1 e 3. caracterise en ce que la substance blologiquement active 
est un principe actif medicamenteuxou un pr6curseur medlcamenteux, un rdactif blologique ou un principe 
cosmetique. 

55 

5. Procede selon I'une quelconque des revendlcatlons 1 d 3. caracterise en ce que la substance blologique- 
ment active est f Uee sur les nanoparticules de proteine seule deje formees dans I'etape (3). 
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6. Proc6d6 seton Tune quelconqua des revendications 1 d 5, caract6risd en ce que Teau ou la solution aqueu- 
se da la phase pr6par6d en (1) est d une temperature de 0"* d SOX. 

7. Proc6d6 selon I'une queloonque des revendications 1 d 6, caract6ris6 en ce que Teau ou ta solution aqueu- 
se de la phase pr6par6e en (2) est d uhe temperature de 80^ d 100X. 

8. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 d 7, caract6ris6 en ce que le pH du m61ange des 
phases prepar^es en (1) at (2) est 6!olgn6 de 2 d 3 du point iso^lectrlque de la prot6ine. 

9. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1^8, caract6ris6 en ce que la concentration de pro- 
tdine dans la phase pr6par6e en (1) est de 0,1 h 10%, pr6ferentieUement de 0,5 d 4%. 

10. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 § 9, caracteris6 en ce que le rapport des volumes 
phase pr6par6e en (IVphase prdparde en (2) est de 0,1 d 1, prdfdrentiellement de 0.1 d 0,6. 

^5 11. Proc6d6 seton Tune quelconque des revendications 1^10, caract6ris6 en ce que dans I'dtape (4) la totality 
de I'eau est 6l!min6e par lyophllisation. 

12. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 1 d 11, caracteris6 en ce que les nanoparticules ont 
une taille d'environ 150 d 300 nm. 

20 

Patentanspr uche 

1. Verfahren zur Herstellung von kolloidalen dispergierbaren Proteinsystemen. in der Form von spharischen 
25 Partllcein vom Typ einer Matrize und mit elner Gro&e, die kleiner als 500 nm (Nanopartilcel) 1st, 

dadurch gekennzeichnet, da& 

(1) eine f IQssige Phase bereitet wird, die im wesentlichen aus einer Ldsung des Proteins und eventuell 
einer Substanz besteht, die in Wasser Oder In einer wiOrigen Lfisung bei elner Temperatur biologlsch 
aktiv ist, die niedriger als die Koagulationsternperatur des Proteins ist, und zu der elh Oder mehrere 

30 grenzf ISchenaktive Stoffe zugefugt werden kdnnen, 

(2) eine zweite flussige Phase bereitet wird, die im wesentlichen aus Wasser oder einer walk'igen Ld- 
sung besteht bei einer Temperatur, die hdher ats die Koagulattonstemperatur des Proteins liegt, und 
eine Substanz enthalten kann, die biologlsch aktiv ist, und zu der ein oder mehrere grenzflSchenaktive 
Stoffe zugefOgt werden k5nnen, 

35 (3) unter m§&igem ROhren eine der unter (1 ) oder (2) erreichten f lussigen Phasen zu der anderen bei 

elnem pH-Wert hinzuzufugen, der vom isoelektrlschen Punkt des Proteins entfernt ist, um praktisch 
unmittelbar eine koiloidale Suspension von Protein-Nanopartikeln und eventuell der biologlsch aktiven 
Substanz zu bekommen, und 

(4) falls gewunscht, dasgesamte odereinen Teil des Wassers oder der wd&rigen L5sung ellmlnlert wird. 
40 um eine koiloidale Suspension gewunschter Konzentration von Nanopartikein zu bekommen oder um 

ein Pulver von Nanopartikein zu bekommen. 

2. Verfahren nach Auspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das Protein ein Serumalbumin ist 

^ 3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& das Protein ein Elastin Ist. 

4. Verfahren nach elnem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daft die biologlsch aktive Substanz 
ein medizinlsch aktlverWirkstoff oder ein medikamentdserZwischenstoff, ein bidoglsches Reagensoder 
ein kosmetischer Wirkstoff isL 
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5. Verfahren nach elnem der AnsprQche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daH die btologlsch aktive Substanz 
auf Nanopartikein von einzelnen Protelnen f bdert Ist, die wihrend des Schrittes (3) schon gebOdet werden. 

8. Verfahren nach elnem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, da& das Wasser oder die wa&rige 
L6sung der In (1) berelteten Phase steh auf einer Temperatur von 0-50^C bef indet 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dafl das Wasser oder die wi&rige 
LOsung der In (2) berelteten Phase sich auf einer Temperatur von SO-IOO^'C bef indet 
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8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1-7, dadurch gekennzeichnet. daB der pH-Wert der MIschung der 
In (1) und (2) berelteten Phasen 2 bis 3 vom Isoelektrischen Punkt des Proteins entfernt ist. 

9. Verfahren nach einem der AnsprOche, 1-8, dadurch gekennzeichnet. daa die Konzentration des Proteins 
In der in (1) berelteten Phase 0,1-10%. vorzugsweise 0,5-4% betrigt 

10. Verfahren nach einem der AnsprOche 1-9. dadurch gekennzeichnet, da& das Volumenverhfiltnis Phase 
bereitet In (1)/Phase bereltet in (2) 0,1-1 , vorzugweise 0,1-0,6 betrigt. 

11 Verfahren nach einem der AnsprOche 1-10. dadurch gekennzeichnet, da& in Schritt (4) das gesamte Was- 
ser durch Lyophilisation eliminiert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1-11, dadurch gekennzeichnet. da& die Nanopartlkel eine GrdOe 
von etwa 150-300 nm aufweisen. 



Claims 

1. Process for the preparation of dlspersible colloidal systems of a protein In the form of spherical particles 
of the matrix type and less than 500 nm in size (nanopartides). characterised In that: 

(1 ) a liquid phase consisting essentially of a solutk>n of the protein and optionally of a biologically active 
substance in water or in an aqueous solution at a temperature below the coagulation temperature of 
the protein^ and to which may be added one or more surfactants, is prepared, 

(2) a second liqukl phase consisting essentially of water or of an aqueous solution at a temperature 
above the coagulation temperature of the protein, which may contain a biologically active substance 
and to which may be added one or more surfactants, is prepared, 

(3) one of the liquid phases obtained in (1) or (2) is added with moderate stirring to the other under con- 
ditions of pH far removed from the Isoelectric point of the protein so as to obtain almost Instantaneously 
a colloidal suspension of nanopartldes of the protein and, where appropriate, of the biologically active 
8uk>stance, and 

(4) if desired all or part of the water or aqueous mixture is removed so as to obtain a colloidal suspension 
of nanopartldes of the desired concentration or to obtain a powder of nanopartldes. 

2. Process according to Claim 1, characterised in that the protein Is a serum albumin. 

3. Process according to Claim 1, characterised In that the protein Is an elastin. 

4. Process according to one of Claims 1 to 3. characterised In that the biologically active substance Is a med- 
Idnal active principle or a medicinal precursor, a biological reagent or a cosmetic prindple. 

5. Process according to any one of Qalms 1 to 3, characterised in that the biologically active substance is 
bound to the nanopartldes of the protein alone which are already formed in step (3). 

8. Process according to any one of Claims 1 to 5, characterised in that the water or aqueous solution of the 
phase prepared in (1) Is at a temperature of O"" to SO^'C. 

7. Process according to any one of Claims 1 to 6, characterised in that the water or aqueous solution of the 
phase prepared In (2) Is at a temperature of 80*" to lOO^^C. 

8. Process according to any one of Gaims 1 to 7, characterised in that the pH of the mixture of the phases 
prepared In (1) and (2) differs by 2 to 3 units from the isoelectric point of the protein. 

9. Process according to any one of Claims 1 to 8. characterised in that the protein concentration In the phase 
prepared in (1) Is from 0.1 to 10%, and preferably from 0.5 to 4%. 

10. Process according to any one of Claims 1 to 9, characterised in that the ratio of the volumes phase pre- 
pared in (IVphase prepared in (2) is from 0.1 to 1, and preferably from 0.1 to 0.6. 

11. Process according to any one of Claims 1 to 1 0, characterised in that, in step (4), all of tiie water is removed 
by lyophlllsatton. 
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12. Process according to any one of Claims 1 to 11, characterised in that the nanopartides are about 150 to 
300 nm in size. 
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EP0349428B1: Process for preparing colloidal dispersive protein sy 
the shape ofnanoparticles fGermanirFrenchl 

Colloidal protein suspensions prodn. - by mixing protein soln. with 

hot aq. medium rOewent Recordl 

EP European Patent Office (EPO) 
B1 Patent i (See also: EP0349428A1 ) 

Stainmesse, Serge; 
Fessi, Hatem; 

Devlssaguet, Jean-Philippe; 
Puisieux, Francis; 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 
(CNRS) 
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1993-01-20/1989-06-28 
EP1989000401856 

A61K9/51 : 

1988-06-30 FR1 988000008871 

[From equivalent EP0349428A1] The process is characterised 
according to the invention in that: (1) a liquid phase consisting 
essentially of a solution of the protein and optionally of a biologically 
active substance in water or in an aqueous mixture is prepared at a 
temperature below the coagulation temperature of the protein, and 
to which one or more surfactants may be added, (2) a second liquid 
phase consisting essentially of water or an aqueous mixture is 
prepared at a temperature above the coagulation temperature of the 
protein, and which can contain a biologically active substance and 
to which one or more surfactants may be added, (3) one of the 
liquid phases obtained under (1) or (2) is added with moderate 
agitation to the other under pH conditions remote from the 
isoelectric point of the protein, so as to obtain virtually 
instantaneously a colloidal suspension of nanoparticles of the 
protein, and where appropriate, of the biologically active substance, 
and (4) if so desired, all or part of the water or of the aqueous 
mixture is removed so as to obtain a colloidal suspension having 
the desired concentration of nanoparticles or to obtain a powder of 
nanoparticles. Applications: biochemistry, phanmacy, medicine, 
cosmetics. 
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1 Example 1 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine humaine (SAH). 

+ Example 2 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine humaine stdriles. 

± Exemple 3 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine humaine lyophilisees. 

± Exemple 4 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine humaine reticuiees. 

± Exemple 5 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine bovine (SAB). 

+ Exemple 6 : Preparation de nanoparticules d'eiastine. 
± Exemple 7 : Adsorption d'un principe actif sur des 
nanoparticules proteiques. 

t Exemple 8 : Preparation de nanoparticules en presence d'un 
principe actif. 

± Exemple 9 : Variante de Texemple 8. 

± Exemple 10 : Preparation de nanoparticules proteiques de 

doxorubicine. 

Show all claims 1 . Process for the preparation of dispersible 
colloidal systems of a protein in the form of spherical particles of the 
matrix type and less than 500 nm in size (nanoparticles), 
characterised in that: 



• (1 ) a liquid phase consisting essentially of a solution of the 
protein and optionally of a biologically active substance in 
water or in an aqueous solution at a temperature below the 
coagulation temperature of the protein, and to which may be 
added one or more surfactants, is prepared, 

• (2) a second liquid phase consisting essentially of water or of 
an aqueous solution at a temperature above the coagulation 
temperature of the protein, which may contain a biologically 
active substance and to which may be added one or more 
surfactants, is prepared, 

• (3) one of the liquid phases obtained in (1) or (2) is added 
with moderate stimng to the other under conditions of pH far 
removed from the isoelectric point of the protein so as to 
obtain almost instantaneously a colloidal suspension of 
nanoparticles of the protein and, where appropriate, of the 
biologically active substance, and 

• (4) if desired all or part of the water or aqueous mixture is 
removed so as to obtain a colloidal suspension of 
nanoparticles of the desired concentration or to obtain a 
powder of nanoparticles. 

[German ] [French] 
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